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(54) Title: RECOMBINANT TIMOTHY GRASS POLLEN ALLERGEN PMp n 
(54) Bezeiclmung: REKOMBINANTES UESCHGRASPOLLENALLERGEN PhlpU 



(57) Abstract 

A recombinant DNA molecule codes for a peptide with 
the antigenicity of timothy grass pollen aliergeos Phi p II. The 
amino acid sequence (S) and the most important B cell and 
T cell epitopes of the noolecule are derived tfaerefrtnn. The 
recombinant Phi p n allergen is expressed in Escherichia coli 
and binds serum IgE of more than 60 % of all those allergic 
to grass pollen and may therefore be used in the saoie way as 
the naturally occurring Phi p Q for processes based on antigen- 
andbody interaction, mediator release and T cell reactivity. 

(57) Zusammenfossung 

Ein rckcmbinantes DNA Molckiil, das fur ein Pepdd 
mit der Antigenitat des Liescbgras Pollen Allergens Phi p 
Q kodiert. Davon werden die Atninosauresequenz und die 
wichtigsten B-Zell und T-Zell Epitope des Molekiils abgeleitet 
Das rekombinante Phi p II Allergen wurde in Escherichia coli 
exprimiert und bindet Serum IgE von mehr als 60 % allcr 
CjiaspoUenallergiker und kann daher ebenso wie das natiirlich 
vorkommende Phlp n fUr Verfaiiren Anwendung finden, die auf 
Andgen-Antikdiper*Wechselwiilnmg, Mediatorfreisetzung, und 
T-Zell Reaktivitat beruhen. 
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Rekombinantes Lieschgraspollenallergen Phi p II 

Graserpollenallergien gehdren zu den wichtigsten pflanzlichen Allergien 
wahrend des Sommers. Mehr als 20% der Pollenallergiker zeigen allergische 
5 Symptome auf Graserpollen Allergene. Zu den wichtigsten Graserpollenallergenen 
gehoren Gruppe I (1), Gruppe V (2), Gruppe II/III (3) und Gruppe IV (4, 5) 
Allergene. Inzwischen wurde auch Profilin als Graserpollen Allergen entdeckt (7, 8). 
Die erwahnten Allergene konnen als immunologisch und strukturell nahe verwandte 
Molekiile in Pollen unterschiedlicher Grasspezies gefunden werden und verwandte 

10 Allergene einer Gruppe zeigen Kreuzreaktivitat mit Patienten IgE. Bisher ist eine 
Reihe dieser Allergene mittels rekombinanter Techniken isoliert und in E. coli 
exprimiert worden (9). Viele von den in E. coli exprimierten Allergenen zeigen 
ahnliche Eigenschaften wie die naturlichen Proteine und konnen daher fur Diagnose 
und Therapie von allergischen Erkrankungen verwendet werden (10, 11, 12). Es 

15 wird nun erstmalig eine molekulare Charakterisierung einer voilstandigen cDNA, die 
fur Phi p II kodiert, sowie die Expression dieses Proteins in E. coli beschrieben. Ein 
vollstandiges rekombinantes Graserpollenallergen der Gruppe II/III war bisher nicht 
verfugbar und kann, wie aus den Beispielen ersichtlich ist, wie das natiirliche Protein 
fiir Verfahren verwendet werden, die auf einer Antigen-Antikorperwechselwirkung 

20beruhen, wie fiir zellulare Verfahren Anwendung finden, da samtliche T-Zell 
Epitope am rekombinanten Molekul vorhanden sind wie am naturlichen MolekiiL 
Weiters ist das rekombinante Phi p II fur Verfahren geeignet, die meJlbare 
Mediatorfreisetzung zur Folge haben. Die therapeutische Verwendung des 
rekombinanten Phi p II, basierend auf einer Einwirkung auf immunoregulatorische 

25 Prozesse, Antigen-Antikorper-Wechselwirkung, T-Zell Reaktivitat und 
Mediatorfreisetzung folgt aus der strukturellen und biologischen Ahnlichkeit der 
naturlichen und rekombinanten Proteine. Die vorliegende Erfindung stellt eine 
vollstandige cDNA, die fur ein rekombinantes Phi p II Allergen kodiert, zur 
Verfugung. Anhand der von der cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz werden 

30 B-Zell und T-Zell Epitope des Phi p II Allergens bestimmt. Das rekombinante 
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Phi p II Allergen wurde in E. coli hergestellt und besitzt ahnliche Eigenschaften wie 
naturliche Graserpollenallergene der Gruppe II/III. Es folgt daraus, daB das 
rekombinante Phi p II Allergen so wie die naturlichen Allergene der Gruppe II/III 
fur Verfahren verwendet werden kann, die auf einer 
5 Antigen-Antikorper-Wechselwirkung, einer antigenabhangigen T-Zellwirkung oder 
einer antigenabhangigen Mediatorfreisetzung beruhen, wobei aber die rekombinanten 
Allergene noch den Vorteil der hoheren Reinheit und hoheren Spezifitat aufweisen. 

Material und Methoden: 

10 

1 . Konstruktion der cDNA Genbank 

Lieschgraspollen (Allergon AB Engelholm, Schweden), der mit Hilfe von 
Licht- und Elektronenmikroskopie auf Reinheit untersucht worden war, wurde zur 
Isolierung von polyadenylierter RNA verwendet (13). cDNA Synthese wurde mit 
15 oligo-dT und random Primem durchgefuhrt, die Enden der cDNA wurden mit 
T4-Polymerase glattverdaut und mit EcoRI-Linkem versehen. Die cDNA mit 
Linkern wurde in dephosphorylierte Lambda gtll Arme ligiert und verpackt. Es 
ergab sich eine cDNA Genbank von 800.000 unabhangigen Klonen (13). 

20 2. Screening der cDNA Genbank. Subklonierung und DNA Sequenzanalvse 

IgE Screening der Lieschgrasspollen cDNA Genbank wurde durchgefuhrt wie 
von Breiteneder et al., beschrieben (14). IgE bindende Klone wurden angereichert 
und aus diesen Klonen wurde Phagen-DNA prapariert (15). Mittels Kpn I und Sac I 
Schnitten konnten zwei DNA Fragmente erhalten werden, die beide Teile der 

25 vollstandigen Phi p II cDNA und flankierende lambda gtll Sequenzen enthielten. Die 
entstandenen KpnI/SacI und Sad DNA Fragmente wurden in das Plasmid pUC 18 
subkloniert und E. coli XL-1 Blue damit tranformiert. Durch Restriktionsanalyse 
wurden geeignete Klone identifiziert und mittels lambda gtll forward sequencing 
primer (22-mer) und lambda gtll reverse sequencing primer (22-mer), Clontech 

30 Laboratories, Palo Alto, USA sowie mittels M13 pUC18 forward and reversed 
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primem, Boehringer-Mannheim, Deutschland, nach Sanger (16) beidstrangig 
sequenziert. 

3. RNA (Northern) Blots 
5 10 ng von Gesamt-RNA aus Pollen von Lieschgras (Phleum pretense) und 
Lolchgras (Lolium perenne) wurden mit Hilfe einer denaturierenden 
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet (17). Zur Isolierung 
der cDNA die fur Phi p II kodiert wurde ausgehend von rekombinanten Phagen das 
entsprechende DNA Insert mittels PGR amplifiziert. Es wurden jeweils 5 picomol 

10 primer (lambda gtll forward sequencing primer (22-mer) und lambda gtU reverse 
sequencing primer (22-mer), Clonlech Laboratories,USA) eingesetzt. Das 
PCR-Produkt wurde auf ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen und die Bandc wurde 
mittels DEAE'Ionenaustauscherpapier eluiert (18). Die gewonnene DNA wurde 
mittels random priming "P-markiert (19). Prahybridisierung und Hybridisierung 

15 wurden nach Standardmethoden durchgefuhrt (15). Die Blots wurden mit B.OxSSC 
(20xSSC = 3M NaCl, 0,3M Na-Citrat, pH 7,0), 0.1%SDS (Natriumdodecylsulfat); 
1.5 SSC, 0.1%SDS und anschlieBend mit 0.75% SSC,- 0.1% SDS bei "50*^0 
gewaschen und autoradiographiert (Hyperfilm MP, Amersham, London, UK). 

20 4. Expression der Phi p II cDNA in Ivsogenen E. coli Y1Q89 als B- 
Galaktosidasefusionsprotein 

Mit Hilfe von IgE Screening wurde ein vollstandiger cDNA Klon erhalten, der 
fur ein Phi p II Allergen kodiert. Mit rekombinanten Lambda gtll Phagen wurde der 
lysogene E. coli Stamm Y1089 infiziert und aus dem Ansatz wurde das 

25 B-Galactosidase-Fusionsprotein gewonnen (20). Der Ansatz wurde in einem 7.5% 
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (21) und auf Nitrocellulose geblottet 
(22). Das Fusionsprotein wurde mit Hilfe von Serum-IgE von graspollenallergischen 
Patienten und einem jodmarkierten Kaninchen-anti-human IgE Antikorper 
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) detektiert. 

30 
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Die angeschlossenen Figuren dienen der Illustration der Verwendbarkeit des 
rekombinanten Phi p II Allergens fur Verfahren, die auf 
Antigen-Antikorper-Wechselwirkung, antigenabhangiger Mediatorfreisetzung, sowie 
antigenabhangiger zellularer Reaktivitat beruhen. Figur 1 zeigt die cDNA und die 
5 davon abgeleitete Aminosauresequenz des rekombinanten Phi p II Allergens. Es ist 
die voUstandige cDNA Sequenz des Phi p II Allergens angefuhrt. Eine 24 Basen 
lange nichtkodierende Sequenz wurde am 5* Ende der cDNA vorgefunden, worauf 
eine 78 Basen lange Fuhrungssequenz folgt, die fur das in der Abbildung 
unterstrichene Signalpeptid kodiert (23). Die Aminosauresequenz des reifen Proteins 

10 kann ab Base 78 abgeleitet werden und beginnt mit Valin. Das Stopcodon TAG, 
welches die kodierende Sequenz am 3' Ende abbricht, ist mit einem Stem 
gekennzeichnet. Die 3 nicht kodierende Sequenz wird im poly A Schwanz beendet. 

Figur 2 veranschaulicht die Ahnlichkeit der Aminosauresequenz des 
rekombinanten Phi p II Allergens mit anderen Gruppe II/III Graserpollenallergenen. 

15 Figur 3 gibt die Beschreibung von B-Zell Epitopen des rekombinanten Phi p II 

Allergens wieder, und Figur 4 jene der T-Zell Epitope. 

Figur 5 zeigt die Reaktivitat des rekombinanten Phi p II Allergens mit Serum 
IgE von Graspollenallergikem. Rekombinantes Phi p II wurde als B-Galaktosidase 
Fusionsprotein in lysogenen E. coli Y1089 mittels Phageninfektion und Induktion 

20 mit IPTG exprimiert. Die E. coli Proteine, welche das rekombinante Phi p II 
enthalten, wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulose ubertragen. In 
Spur 1 wurde Serum IgE von einem Gruppe II/III reaktiven Patienten verwendet, in 
den Spuren 2 und 3 wurde mit IgE von Allergikem detektiert, die keine Reaktion mit 
Gruppe II/III Allergenen zeigen, und Spur 4 zeigt die Kontrolle mit Serum ciner 

2S nicht allergischen Kontrollperson. 

Figur 6 gibt eine Tabelle wieder, die den Prozentsatz von 
graspollenallergischen Patienten mit IgE-Reaktivitat gegen bestimmte 
Graspollenallergene auflistet. Es wird die Haufigkeit der Reaktivitat von 
Graspollenallergikem mit verschiedenen Graserpollenallergenen gezeigt. Die Werte 

30 sind Richtwerle, die durch Testen mit naturlichen und rekombinanten 
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Graserpollenallergenen in einer reprasentativen Anzahl von Patienten erhoben 
wurden. 

Figur 7 belegt, dafi rekombinantes Phi p II gleiche IgE-Epitope wie natiirliche 
Gruppe II/III AUergene-IgE-Inhibition tragt. Das Serum eines Graspollenallergikers, 
5 der mit Gruppe II/III AUergenen (10-12kD) und Gruppe I Allergenen (etwa bei 
30 kD) IgE-Reakti vital zeigt, wurde mit rekombinantem Phi p II (Spur 2), 
rekombinantem Phi p I (Spur 3), rekombinantem Bet v I (Spur 4), oder 
E. co//-Proteinen (Spur 1) vorinkubiert. Vorinkubation mit rekombinanten Phi p II 
bringt die IgE-Bindung an natiirliches Phi p II im 12 kD Bereich fast vollig zum 

10 verschwinden, wahrend die Reaktivitat mit Phi p I bei 30 kD nicht beeintrachtigt 
wird. Rekombinantes Phi p I reduziert nur die Bindung an naturliches Phi p I, hat 
aber keine Wirkung auf die IgE-Bindung an. P /7 / p IL Die Vorinkubation mit 
Kontrollproteinen, rekombinanten Bet v / und E, coU Proteinen beeintrachtigt die 
IgE-Bindung an naturliches Phi p I und Phi p II nicht. Daraus folgt, daB 

15 rekombinantes Phi p II ahnliche oder gleiche IgE-Epitope wie natQrliches Phi p II 
tragt, jedoch keine antigene Verwandtschaft mit naturlichen oder rekombinanten 
Allergenen der Gruppe I gegeben ist: 

Figur 8 verdeutlicht die Hybridisierung der cDNA, die fur Phi p II kodiert, mit 
mRNA aus Lieschgras und Lolchgras. Gesamt RNA wurde aus Lolchgras (Spurl) 

20 und Lieschgras (Spur 2) Pollen isoliert, 10,ng im denaturierenden Agarosegel 
aufgetrennt und auf Nitrozellulose geblottet- Die mit Phosphor 32 markierte cDNA, 
fur kodierend fur Phi p II, hybridisiert sowohl mit Lolchgras als auch Lieschgras 
RNA etwa in Hohe der 18S RNA aber auch deutlich darunter bei etwa 600 Basen 
TranskriptgroBe. Die Kreuzhybridisierung zeigt die strukturelle Ahnlichkeit der 

25 Transkripte welche fur Gruppe II/III Allergene in verschiedenen Grasspezies 
kodieren. 

Figur 9 A und B zeigt die Reaktivitat des rekombinanten Phi p II Allergens mit 
einem Antikorper spezifisch fur Gruppe II/III Graserpollenallergene 

A: Lambda gtU Phagen, die Lieschgraspollenallergene und das Hauptallergen 
30 der Birke, Bet v I (Co), exprimieren sowie nicht rekombinante Phagen (X) wurden 
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im Dot Blot Verfahren mit Antikorpem spezifisch fur Graspollenallergene getestet. 
4B 1 bindet an Gruppe V Allergene, R4 detektiert Gruppe I Allcrgene, und R5 
identifiziert Gruppe V und Gruppe II/III Allergene. B: Die Graphik illustriert die 
Klonbezeichnung. Rekombinantes Phi p II wird von Klon A exprimiert. 

5 

Beispiele: 

Seqnenzanalvse des rekombinanten Phi p II Aller gens-Ahnlichkeit mit anderen 
10 Gruppe II/IIT Allergenen 

Die DNA Sequenz des Phi p II Allergens wurde durch Sequenzierung der 
cDNA nach der Methode von Sanger (16) bestimmt. Abbildung 1 zeigt die 
bestimmte DNA-Sequenz und die daraus abgeleitetete Aminosauresequenz. Ein dem 
reifen Protein voranstehendes Signalpeptid, das signifikante Homologie mit anderen 
15 eukaryotischen Signalpeptiden zeigt, beweist eindeutig, daB Gruppe II/III Allergene 
von distinkten Genabschnitten kodiert werden und nicht durch proteolytischen 2^rfall 
aus Gruppe I Allergenen entstehen. Die in Abbildung 2 gezeigte hohe 
Sequenzhomologie (ungefahr 70% Sequenidentitat) des rekombinanten Phi p II mit 
den homologen Proteinen aus dem Lolchgras (Lol p II und Lol p III) zeigt die enge 
20 strukturelle Verwandtschaft dieser Proteine und liefert damit die molekulare Basis fur 
die immunologische Verwandtschaft von Gruppe II/III Allergenen verschiedener 
Spezies. 

Bestimmung der B-Zell und T-Zell Epitope des rekombinanten Phi p II 
25 Allergens 

Anhand der abgeleiteten Aminosauresequenz des Phi p II Allergens konnten die 
B-Zell und T-Zell Epitope unter Verwendung geeigneter Computerprogramme (24, 
25) bestimmt werden. Die relevanten B-Zell und T-Zell Epitope sind in den Figuren 
3 und 4 zusammengefaBt. Synthetische Peptide, die B-Zell Epitopen entsprechen, 
30 binden IgE von GraspoUenallergikem, wahrend synthetische Peptide, die T-Zell 
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Epitopen entsprechen, T-Zellen von Graspollenallergikem zur Proliferation anregen 
und erhShte H3-Thymidinaufnahme zur Folge haben. 

Expresssion der cDNA kodierend fur Phi p II in £. coli als rekombinantes 
5 Phi D II Allergen 

Rekombinante Phagen, die die cDNA fur Phi p II enthalten. wurden zur 
Infektion mit lysogenem E. coli Y 1089 verwendet. Rekombinantes fi-Galaktosidase 
Fusionsprotein wurde durch Induktion mit IPTG (Isopropyl-fl-Thiogalaktosid) in 
Fliissigkultur gewonnen (20). Das Kontrollprotein B-Galaktosidase zeigte keine 
10 IgE-Bindung am Western Blot wahrend das rekombinante Phi p II Fusionsprotein 
spezifisch mit Serum IgE von Patienten, die mit Gruppe II/III Allergenen 
verschiedener Grasspezies reagierten, deutliche IgE-Bindung zeigte. 

IpE-Bindungsfahigkeit des rekombinanten Phi p II Allerpens 
15 Serum eines Graspollenallergikers, der mit naturlichen Allergenen der Gruppe 
II/III reagiert, wurde mit rekombinanten Phi p II vorinkubiert und damit Gruppe 
II/III spezifisches IgE abgebunden. Figur 6 zeigt, daB die Bindung an natQliche 
Gruppe II/III Allergene fast vollstandig durch die Vorinkubation ausgeloscht wird, 
wahrend die Bindung an Gruppe I und Gruppe V Allergene nicht beeinfluflt wurde. 
20 Dies zeigt, daB die IgE-Epitope von naturlichen Gruppe II/III Allergenen durch 
rekombinantes Phi p II abgedeckt werden, und daB kaum relevante Kreuzreaktivitat 
zwischen Gruppe I, Gruppe V und Gruppe II/III Allergenen bestehen. 

Kreuzhvbridisierunp der Phi p I I cDNA mit Lot d II/III mRNA 
25 Gesamt RNA von Lolchgras und Lieschgraspollen wurde isoliert, im 
denaturienden Agarosegel aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen ubertragen. 
Die Membran wurde mit einer vollstandigen cDNA, die fur Phi p II kodiert, 
hybridisiert. Hybridisierende Banden finden sich jeweils in Hohe der 18S 
ribosomalen RNA sowie deutlich darunter. Die Hybridisierung ist deutlich intensiver 
30 mit Lieschgras RNA als mit Lolchgras, RNA obwohl nach der Gelfarbung mit 
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Ethidiumbromid etwa gleiche Mengen Gesamt RNA verwendet wurden. Dennoch 
konnte unter stringenten Bedingungen Kreuzhybridisiening erzielt werden. Das 
groBere Transkript stellt unter Umstanden eine groOere und noch unreife RNA dar, 
da die Hybridisierung auch stringentem Waschen standhielt. Dieses Beispiel soli die 
S Homologie der Gruppe II/III Graserpollenallergene verschiedener Spezies 
dokumentieren. 



10 
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PATENT ANSPRUCHE: 

L Rekombinantes DNA Molekul, dadurch gekennzeichnet, daB es eine 
Nukleinsauresequenz aufweist, die fiir ein Polypeptid kodiert, das die Antigenitat des 
5 Allergens Phi p II (Lieschgras Pollen Allergen), insbesondere monokotyledoner 
Gewachse, besilzt oder fur ein Peptid, das mindestens ein Epitop dieses Allergens 
aufweist, sowie eine NukleinsSuresequenz, die mit der genannten 
Nukleinsauresequenz unter stringenien Bedingungen hybridisiert. 

2. Rekombinantes DNA Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
10 daB es eine Nukleinsauresequenz aufweist, die mit der in Abb. 1 dargestellten 

gesamten Sequenz oder Teilbereichen derselben in homologer Weise iibereinstimmt. 

3. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB es eine Nukleinsauresequenz aufweist, die durch Degeneration aus der in Abb. 1 
dargestellten Sequenz ableitbar ist. 

15 4, Rekombinantes DNA Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB es eine Nukleinsauresequenz aufweist, die fur ein Polypeptid kodiert, das als 
Antigen kreuzreaktiv mit dem Phi p II Allergen, insbesondere monokotyledoner 
Gewachse, ist und zu diesem eine hohe Homologie aufweist. 

5. Rekombinantes DNA Molekul nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
20 gekennzeichnet, daB es funktionell mit einer Expressionskontrollsequenz zu einem 

Expressionskonstrukt verbunden ist. 

6. Wirtssystem, dadurch gekennzeichnet, daB es mit einem rekombinanten 
Expressionskonstrukt nach Patentanspruch 5 transformiert ist, 

7. Aus einem DNA-Molekul nach einem der Anspruche 1 bis 4 abgeleitetes 
25 rekombinantes oder synthetisches Protein oder Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, 

daB es die Antigenitat von Phi p II oder zumindest eines Epitops davon aufweist. 

8. Rekombinantes oder synthetisches Protein oder ein Polypeptid nach 
Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Aminosauresequenz aufweist, die 
mit der in Abb. 1 gezeigten Sequenz im Ganzen oder in Teilen entspricht. 

30 
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9. Rekombinantes oder synthetisches Protein oder Polypeptid nach 
Paten tanspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dafi as ein Fusionsprodukt 
darstellt, das die Antigenitat des Phi p II Allergens des Lieschgrases oder zumindest 
eines Epitops davon aufweist und einen zusatzlichen Polypeptidanteil aufweist, wobei 

5 das gesamte Fusionsprodukt von der DNA eines Expressionskonstrukts gemaB 
Anspruch 5 kodiert wird. 

10. Rekombinantes oder synthetisches Protein oder Polypeptid nach 
Paten tanspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB der besagte zusatzliche 
Polypeptidanteil B-Galactosidase oder ein anderes zur Fusion geeignetes Polypeptid 

10 ist. 

11. Diagnostisches oder therapeutisches Reagens, dadurch gekennzeichnet, daB 
es ein synthetisches Protein oder Polypeptid gemaB einem der Patentanspruche 7 bis 
10 enthalt, 

12. Verfahren, zum in vitro - Nachweis der Allergie eines Patienten gcgen das 
15 Phi p II Allergen, dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktion der IgE Antikorper im 

Serum des Patienten mit einem rekombinanten oder synthetischen Protein oder 
Polypeptid nach einem der Patentanspruche 7 bis 10 gemessen wird. 

13. Verfahren, zum in vitro - Nachweis der zellularen Reaktion auf das 
Phi p II Allergen, dadurch gekennzeichnet, daB ein rekombinantes oder synthetisches 

20 Protein oder Polypeptid nach einem der Patentanspruche 7 bis 10 zur Stimulierung 
Oder Hemmung der zellularen Reaktion eingesetzt wird. 

14. Verfahren zur Behandlung eines Saugetieres, das eine Pollenallergie 
aufweist, dadurch gekennzeichnet, dafi ihm ein rekombinantes oder synthetisches 
Protein oder Polypeptid nach einem der Patentanspruche 7 bis 10 verabreicht wird. 

25 
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Phi p II 

ttg gat ate aac ccg tat cga tec 



ATC ItX ATC GCG TCC TCC TCA AGC AGO AGC TTG CTG GCG ATG GCG 45 
pigfc ser iTv=>^ ala ser ser ser .qer ser ser leu leu ala met ala 



GTG CTG GCG GOG CTG TTT GCG GGC GCG TOG TGC 
T«l 1*sn ala ala Irii r>he ala olv ala tro cvs 


GTG 
val 


CCG 
pro 


AAG 
lys 


GTG 
val 


90 


ACG TTG ACG GTG GAG AAG 
thr phe thr val glu lys 


GGG 
gly 


TCC 
ser 


AAC 
asn 


GAG 

glu 


AAG 

lys 


GAG 
his 


CTG 
leu 


GCG 
ala 


GTG 
val 


135 


CTG GTG AAG TAG GAG GGG 
leu val lys tyr glu gly 


GAG 
asp 


ACC 
thr 


ATG 
met 


GCG 
ala 


GAG 
glu 


GTG 
val 


GAG 
phe 


GTC 
leu 


CGG 
arg 


180 


^^^m. .^^m, ^^^^^^ ^^^^ ^^^^ 

GAG CftC GGG TGG GAG GAG 
glu his gly ser asp glu 


TGG 
trp 


GTG 
val 


GGC 
ala 


ATG 
met 


thr 


AAG 
lys 


GGG 
gly 


GAG 
glu 


GGG 
gly 


225 


GGC GTG TGG ACG TTG GAG 
gly val trp thr phe asp 


AGG 
ser 


GAG 
glu 


GAG 
glu 


GCG 
pro 


GTC 
leu 


GAG 
gin 


GGG 
gly 


GCG 
pro 


TTC 
phe 


270 


AAC TTG GGG TTG CTG ACC 
asn phe arg phe leu thr 


GAG 
glu 


AAG 
lys 


GGG 
gly 


ATG 
met 


AAG 
lys 


AAG 
asn 


GTC 
val 


TTG 
phe 


om. 

asp 


315 


GAG GTG GTG GGA GAG AGT 
asp val val pro glu ser 


ACA 
thr 


GGA 
pro 


TTG 
leu 


GGG 
gly 


GOG 
ala 


AGG 
thr 


TAG 
tyr 


GCG 
ala 


OCA 
pro 


360 


GAA GAG TAG 
glu glu * 




















363 


cca teg gtc cat cca cat 


gca 


tga 


tga 


tec 


ttc 


cat 


cca 


tct 


gat 


45 


tta gtt cga ttt tec ttg 


tgt 


ttt 


gga 


acg 


aat 


tgt 


tgc 


aaa 


tta 


90 


eat gtt caa aga cat atg 


ttg 


cac 


gaa 


att 


ttt 


tac 


taa 


aaa 




132 



Fig. 1 
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Phi p II B-Zeir Epitope : 

Folgende B-Zell Epitope wurden 

Epitop 1 : VEKGSNEKH 

Epitop 2 : KYEGDT 

Epitop 3 : REHGSDE 

Epitop 4 : TKGEGGV 

Epitop 5 : FDSEEPLQGPF 

Epitop 6 : LTEKGMKN 

Epitop 7 : FDDVVPESTPLGATYA 



3/i2 

bestimmt : 

(AS 8-16) 
(AS 22-27) 
(AS 34-40) 
(AS 45-51) 
(AS 54-64) 
(AS 69-76) 
(AS 78-93) 



Fig. 3 
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Phi p II T-Zell Epitope : 
Folgende T-Zell Epitope wurden bestimmt : 
Epitop 1 : TVEKGSNEKHL (AS 7-17) 
Epitop 2 : KHLAVLVKYEG (AS 15-25) 
Epitop 3 : LVKYEGDTMAE (AS 20-30) 
Epitop 4 : KYEGDTMAEVF (AS 22-32) 
Epitop 5 : GDTMAEVFLRE (AS 25-35) 
Epitop 6 : DTMAEVFLREH (AS 26-36) 
Epitop 7 : TMAEVFLREHG (AS 27-37) 
Epitop 8 : MAEVFLREHGS (AS 28-38) 
Epitop 9 : AEVFLREHGSD (AS 29-39) 
Epitop 10 : FLREHGSDEWV (AS 32-42) 
Epitop 11 : LREHGSDEWVA (AS 33-43) 
Epitop 12 ; TFDSEEPLQGP (AS 53-63) 
Epitop 13 : DSEEPLQGPFN (AS 55-65) 
Epitop 14 : FRFLTEKGMKN (AS 66-76) 
Epitop 15 : RFLTCKGMKNV (AS 67-77) 
Epitop 16 : FLTEKGMKNVF (AS 68-78) 
Epitop 17 : LTEKGMKNVFD (AS 69-79) 
Epitop 18 : TEKGMKNVFDD (AS 70-80) 
Epitop 19 : EKGMKNVFDDV (AS 71-81) 

Epitop 20 : KGMKNVFDDVV (AS 72-82) Fig. 4 

Epitop 21 : GMKNVFDDVVP (AS 73-83) 
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Epitop 22 : MKNVFDDVVPE (AS 74-84) 

Epitop 23 : KNVFDDVVPES (AS 75-85) 

Epitop 24 : NVFDDVVPEST (AS 76-86) 
Epitop 25 : VFDDVVPESTP (AS77-87) 



Fig. 4 Fortsetzung 
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BNSDCX;iD: <WO_W2303SA2J_> 



wo 94/23035 



PCT/AT94/00039 



Allergen Prozentsatz der reaktiven Graspollenallergiker 

GruFpe I >90% 
GruFpe II/IH 

Gruppe IV 50% 
GruFpe V >80% 
Profilin 20% 



Fig. 6 
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ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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(54) Title: RECONffilNANT TIMOTHY GRASS POLLEN ALLERGEN />A/;i H 
(54) BezelchDUDg: REKOMBINANTES UESCHGRASPOLLENALLERGEN Phi p B 
(57) Abstract 



A recombinant DNA molecule codes for a peptide with 
the andgeoicity of limodiy grass pollen allergens Phi p n. The 
ajnino acid sequence (5) and the most important B ceU and 
T ceU epitopes of the nx>lccule are derived therefrom. The 
recombinant Phi p D allergen is expressed in Escherichia coli 
and binds senim IgE of more than 60 % of all those allergic 
to grass pollen and may therefore be used in the same way as 
the naturally occuiring Phlp U for processes based on antigen- 
antibody mteraction. mediator release and T cell reactivity. 

(57) Zusommenfassung 

Ein rekombinantcs DNA Molckill. das fUr ein Pcpiid 
mit der Antigenital des Lieschgras Pollen Allergens Phi p 
n kodiert. Davon werden die Aminosfiurescqucnz und die 
wichtigslcn B-ZcU und T-Zell Epitope des MolekQls abgeleiteL 
Das rekombinante Phlp U Allergen wuide in Escherichia coli 
exprimicrt und bindet Scrum IgE von mehr als 60 % aller 
GraspoUenallergiker und kann daher ebcnso wie das natilrlich 
vorkommende Phlp U fUr Verfahren Anwendung finden, die auf 
Andgen-Antikdiper-Wcchselwirkung, Mediatorfreisetzung und 
T-Zell Reaktivit&t bcruhen. 



Phi p II 

ttg cat ate aac ccg tat cga tec 



ATG TO ATC GCG TCC TCC TCA AGC J« .itfX: TTG CTG GCC ATC -15 

aer^ser-Tet ala ser ser ser ser w \€^i \ ^ ;>ia n^r ^^i^ 

Crix;ClX5G3GGCGCTCrrrGOCGGCQCX3TC»TCCGTCCn;AA^ 90 
val )oti ^p., g^y ^^ ^ ^ ^ 

«X rrc ACG GTG AAG ox 7CC AAC eye .i^AG CAC OG GCG 155 
thr phe thr val glu lys gly ser asn glu lys his leu ala val 

CTG CiG TAC G^C GOG GAC ACC ATG OOG 0« CTItS GAG CTC 
leu val lys tyr glu gly asp thr tret ala glu val phe leu arg 

GAG <;aC GQC TOC GflC GAG TOG GTC GCr ATC AX ^cAG GGG GAG C<3C 225 
glu his gly ser asp glu trp val ala net thr lys gly glu gly 

GGC (jrc to; ACC TK: GV: AQC GAG GAG ox; CTC GAG OGG (XC TO 
gly val trp thr phe asp ser glu glu pro leu gin gly pro phe 

AAC W COG TO CTC ACC GAG AAG CGC ATC AAC AAC GIC TO CJC 315 
asn |ihe arg phe leu -whr glu lys gly net lys asn val phe asp 

GACCflCCrcCCAGAGAGTACACCATTGOQGQaAOCTACOCGOCAaeO 
asp val val pro glu ser thr pro leu gly ala thr tyr ala pro 



GAA GT^ 
glu glu * 
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cca teg gtc cat oca cat gca tga tga tec ttc cat oca tct gat <5 
tta gtt cga ttt tec ttg tgt ttt gga acg aat tgt tgc aaa tta 90 
cat qtt caa aqa cat atg ttg cac gaa att ttt tac taa aaa 132 
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AU Ausualien 

BB Barbadoft 

BE Bclgicn 

BF Burkina Faso 

BC Bulgaricn 

BJ Benin 

BR BrAsilicn 

BV Belarus 

CA Kanada 

CF Zcntralc Afrikanischc Rcpublik 

CC Konco 

CH Schweiz 

CI C6ut dMvoire 

CM Kamcrun 

CN China 

CS Tschechoslowakci 

CZ Tichcchische fUpublik 

OE Dcutachland 
DK DSnemark 
ES Spanicn 
Fl Finnland 
Frank retch 



CA Gabon 

CB Vercinigics Konigreich 

CE Ceorpen 

CN Guinea 

CR Griechcnianil 

HU Ungam 

IE Irland 

IT lulien 

JP Japan 

KE Kenya 

KG Kirgisisun 

KP Demokraiischc Volkwcpublik Korea 

KR Republik Korea 

KZ Kasachsun 

LI Uechtenitcin 

LK Sri Lanka 

LU Luxemburg 

LV Ixitland 

MC Monaco 

MD Republik Moldau 

MC Madaga»kar 

ML Mali 

MN Mongoici 



MR Maurcunlcn 

MW Malawi 

NE Niger 

NL Nicdcrlande 

NO Norwcgen 

NZ Neusoetand 

PL Polen 

PT Porlugal 
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compound . 

Claims Nos.: 
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3. Claims Nos.: 
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This International Searching Authority found multiple inventions in this inicraalional application, as follows: 
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searchable claims. 

^* ^ *""3'C*^3t>leclairnscouldbe searched without effort jusiifyingan additional fcc.this Authority did not invite payme 

of any additional fee. 

3. rj As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. rn No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
■ restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 
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Wihrmd dcr iaunutioailai Recbacbe kauultiow ddmaUciK Oatcnbuk (N«>e dcr Dttnbuk und cvtf. v«nMndm SuetabemlTe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



fUttgonc' 



Bcxadanms dcr VcrtfToiltidiiBic. lowot erforderiich unter Aii«aite to in Bmeht V^ n m m dTn Tdle 



Bear. AaipntA Nr. 



INTERNATIONAL ARCHIVES OF ALLERGY AND 
IMMUNOLOGY, 

Bd.97. 1992, BASEL, CH 
Selten 287 - 294 

R.VALENTA ET AL. 'Diagnosis of Grass 
Pollen Allergy with Recombinant Timothy 
Grass (Phleuro pratense) Pollen Allergens' 
in der Anmeldung erwahnt 
slehe Seite 288, linke Spalte, Absatz 2 
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V I Wcticre VtrMm i h chu n fcn And dcr FoitBettuDg vqa Fdd C lu 
cmxftchmcn 



□ 



Sicbc Aahuf PAtcntfazmlic 



* B c f o ndcr c fUtcfoiicn voo aacegcbeDcn VcrdiTeaslichiintcn 
*A' VaWcndtchum, den ■Dtaseaai Suad dcr Tcclaak dcfiniat. 

«bcr aicht alt b cwn d m »**^'"*«m ^nntrhrn itt 
'E' iltETci Dokumait. du jedoch M am ode 
Anmclrtfriinnn verfiflciaticfet wofdcD tA 



ntdi dan tnioutiaQalcn 



VaolTcndicbuiig, die fodpct tst, eiaea PriohUtBaniprucb zwdfdliaft cr- 
Khoacn xu Immq, oder tecb die du VcrdfTcnilichunfidatum emc 
ndcren im Rcchcrchaibehcfat genanocen Verdirendiclnmg beleit wotfen 
•oil Oder die aui daeni andenn benaderen Gnind lotescbai ill (wic 
autgenUBt) 

*0' Vertfle nt l i c hun t, die neh auf eiac mundliclie OrTcnbanmc. 

cine Bcnutzi — ^ — * • ^ — ^ - 

VerolTaidicfai 



^cine Benuogung, cxne Aimdlimg oder anderc Mainahma boicht 

^ inlemifionaien Anmetdedaiuzn, aber nach 



"T" Spfttere Vcrftflcnttichung. die nach dem intcraaiiOQalca Anmddedatum 
Oder dem Priohtilidaftim wdfrcnUicht wortei ist taid mit der 
Asmaiduag aicht boUtdien, aoadcra mir xumVcmiadttt da dcr 
Erflnduag zugnrndebegcndca Prinaps oder der ifar aurundeiicicttla 
Theorte aagegebea i« ^ 

TC* ycr5ircailicbuBg von bceood cr t i Bedctmac ^ < beanapmcbte Eriiad 
kaaa aUem auisvad diCKr Vcr6acnflichuag mchi all neu oder auf 
crfindchacfacr Titigkcit bcnthcnd betrachtet wcrda 

T' Ver5fleaxiichuag vw beaooderer Bedeuomc die beaasvuchtc Erfinduai 
kaaa aicht ale auf erfindcrucfacr Titigkeit bcruhei^ betrachxet ^ 
wcrdot, wcaa die Vcrdflemlicfauag mit eiaer oder m cfa w ea a- 
Vcr6ff(myctHmgca dieser Kategonc in Vertnnduag gcbracfat \ 
dicM Vcrbinduag fOr eiaea Farnnaaa aahdiegcnd ut 
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Td. (-^ 31-70) 340^3040. Tx. 31 651 cpo al. 
Fas 31-70) 340-3016 
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FEBS LETTERS.. 
Bd.335, Nr. 3, 13 
NL 

Selten 299 - 304 

C.DOLECEK ET AL. 'Molecular 

characterization of Phi p II, a major 

timothy grass (Phleuro pratense) pollen 

allergen' 

siehe Seite 303, rechte Spalte, Absatz 1 
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I.NTKRNA riONALKR KKCHKKCHKNBKRICH 1' 



Imci. .ion Ales Akicn7.cichcn 
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Kcld 1 Ucmcrkun^cn 7.u den Anspriichcn, die sich al$ nicht rcchcrchicrbar crwicscn hafacn {Kort5ct7.ung von Punkt 1 auf Hlatt I) 



GcmaO Ariikcl 17(2)%) wurdc aus Totgcndcn GrUndcn far bcsUmmu Anspr'uchc kein Rcchcrchcnbcrichi crsicIlL 

1. I X I AnsprOchc Nr. 

wcil Sic $ich auf Ccgcnsiandc bc/ichcn. 7.u dcrcn Recherche die Rchordc nicht vcrpflichicl isi. nimlich 

Obwohl Anspruch 14 s1ch auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl 1 chen/ 
tierlschen Kbrpers bezleht, wurde die Recherche durchgefiihrt und griindete 
sich auf die angefiihrten Wlrkungen der Verblndung. 

2. I I Anspriiche Nr. 

weil sie sich auf Telle dcr tnicrn alien ale n Anmcldung be7.ichen, die den vorgeschriebencn Anforderungen so wcnig enisprcchcn, 
daB cine sinnvoUe inurnaiionalc Recherche nicht durchgefiihn werden kann, namlich 



I I AnsprUchc Nr. 

wcil cf sich dabei urn abhangigc Anspriiche handell. die nichi cnisprechcnd Saiz 2 und 3 dcr Regel 6.4 a) abgefafli sind. 



Feld II Bcmcrkungcn bci man^cinder Kinheitlichkeit dcr Kriindunf* <Kortsct7.ung von Punkt 2 auf BJatt I) 



Die internationaic Rechcrchenbehbrde hai festgesieili, daB diesc tnicrnattonalc Anmeldung mchrere Erfmdungcn enihiUu 



CZI P* Anmclder aile crforderlichen zusaizlkhen Rccherchengebiihrcn rechizciiig cntrichiet hai, crsireckt sich dicscr 
iniernauonale Rcchcrchcnbcrichi auf aile rcchcrchierbven AnsprUche der iniernaiionalcn Anmeldung. 

^- I I f"*" recherchicrbarcn Anspriiche die Recherche ohnc eincn Arbeiisaufwand durchgefuhri werden konnie dcr cine 

zus^zliche Recherchengebuhr gerechlferiigl haiie. hat die InternauonaJe Rechcrchenbehorde nichi zur Zahlung cincr solchen 
Gcbiihr aurgefordcri. 

3. Q Da der Anmclder nur einige der erfordcrlichen zusaczltchen RecherchengcbUhren rcchtzciug envichiet hat, erstrecki sich dieser 
iniernauonale Rccherchenberichi nur auf die Anipruchc der inicrnauonaJen Anmeldung. fur die Gcbuhrcn enuichici vMorden 
smd. namlich auf die Anspruche Nr. 



Anmclder hai die er for der lichen zusatzlichen Rechcrchengebuhrcn nichi rechi7.citig entrichieL Dcr incernuionalc Rcchcr- 
faflC***"^**^ die in den Anspruchen zuerii crwahnic Fj'findung; diesc isi in folgenden AnsprUchcn er- 



Remerkuniscn hinsichclich eincs Wider^pructis 



I j r^ic zusaizlichen Gcbuhrcn wurdcn vom Anmeldcr unier Widcrspruch gc/ahli. 
I I J>« Zahlung zu$ai7.iicher Gcbuhrcn crfolgte ohnc Widcrspruch. 
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